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La presante invention a pour ofojet 1 'utilisation de 
pclymeres ou de Mopolymeres pour la preparation d ! «n 
medicament pour le traitement de 1 "inf lamm&tion. 

Slie est en outre relative a une composition eontenant 
5 ess polymeres et destine© a un tel traitement. 

L ' inflammation est una manifestation particulierement 
complex© qui s ! install© a la suite d'une lesion tissulaire 
spontanea cu traumatique, Caracterisee par une modification de 
la permeabilite capillaire, elle s 'aceosap&gne d'une 

10 infiltration de composants sanguins, molecuiaires et 
ceiiulaires, gui se manifest® generalement par des erythemes 
et des oedemes. Be nombreux mediateurs chimiques sont liberes 
ou actives pendant ce processus au cours duguei des elements 
du sang, en parti culier des globules Manes s ■ accuaulent et 

15 relarguent differentes activites lytiques. De noasbreuses 
substances sont employees comme agents anti-inf lammatoires. 
Elles peuvent gross ierement etre classees en agents 
steroidians et non steroidiens , 

Les facteurs de croissance appar tenant a la famille des 

20 Heparin Binding Growth Factors (HBGF) sont naturelleaent 
relarguis dans ie cas d'une lesion ou d'un trauaatisae 
tissulaire soit directement par ces tissus au niveau de leurs 
cellules constitutives , a partir des elements de la matrice 
extracellulaire qui represent© un site de stockage natural de 

25 ces molecules, soit par les cellules circulantes et en 
particulier les cellules de 1 ' inflammation. L& reaction 
inflammatoire s'aecompagne d'une augmentation locale des 
concentrations en facteurs de croissance dont certains 
appartiennent a la familie des HBGF. 

30 Le sucrose sulfate ester et son sel d'alussiniras le 

sucralfate sont des produits decrits et utilises comme agents 
anti-infiammatoires {Brevet US »* 3,432,489 } et dans 

differentes associations et compositions ph&rmaceutiquss 
decrites cans une serie de brevets (US 4.575.281, 4.885.281, 
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OS 5.013.557, US 5.164,379, US 5.196.405, US 5.24G.71S et SK 
102.488 et B£ 505. 588). 

S'autres composes ont ete decrits cosmse des agents 
anti-inflasamatoires: 1* suramine, Gompossnt org&nlqua 
5 sulphonate par IAR0CCA R et coll, (US 7470817), des 
compositions contenant des melanges de bas poids noltculaixes 
de 1' heparin* par COKSK l» et coll, {W09219249) , des fragments 
d'heparine presentant des effets inhibi tears du systime du 
complement par £KRS H P et coll- (WQ8202232), des produits 

10 diriv&nt par modifications chimiques de proteines glycosylees 
par HljSTAZAKI K et coll. (SP454SSS J f des proteoglycan** 
heparans sulfate comme le syndecan par- SERNFIELB M et coll. 
(WOS305lS7>, des oligosaccharides derives de dermtane* 
sulfates par BXANCHINI P et coll, (WO9305075). 

15 La synthase d'une autre familie de polymeres, appeies 

CMDBS (Carboxy Methyl Dextrane Benayl&mine Sulfonate) & it! 
decritei dans Xe brevet FR 2 4SI 724 ainsi que dans le brevet 
US 4 74.6 594.. Certains de ces polymeres miment I'heparine et 
peuvent etre utilises en tant que produits de rempl&cement de 

20 i'heparine du plasma, grace a leurs proprietes anticoagulante 
et anti complement * 

Parrai 1' ensemble des polymeres CMDBS, certains missent 
une autre propriete de I'neparine qui consiste en one 
stabilisation, protection et potentiasllsation in vitro de 

25 I'activite biologique des facteurs de croissance de la f&MIl® 
FGF J {Tardieu et coll , Journal of Cellular 
Physiology, 199-2., 150 pages 194 a 203). 

Le brevet FR 2 644. OSS decrit V utilisation da certains 
CMDBS associes aux FSF poax la cicatrisation de la pean et d® 

30 la cornee. Des experiences ont ete realisees en provoquant une 
bl assure cutanea a I'aide d*un emporte piece de 6 mm a® 
diametre ches le rat. Dans cet exerople, le CMBBS associe au 
FGF 2 ipemtet d'ebtenir an effet net sur la vitesse et la 
qaalite de la reparation de la peau. 
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II ressort done tie 1' analyse de I'etat de la technique 
que des poiymeres de type CMBSS ant deja ete utilises en 
association avec des facteurs de croissance sur certaines 
lesions d'un type bien precis de tissu, le tissu cutane . 

Du fait de 1 ' isiprevisibilite des effats therapeutlques 
d'une molecule donnee, il n'etait pas evident que ces 
polysdres, seals , et non associes a des facteurs de 
croissance, puissent avoir un effet sur d ' autres tissus que 
ceux de ia peau. 

En effet, il est bien connu que les differents tissus 
du corps humair. ou animal presentent des specificites tant 
structurelles que f cnctionnelles qui rendent impossible toute 
prediction quant a i 1 effet de la molecule, connue pour son 
effet sur ia cicatrisation du tissu cutane , sur des tissus de 
diverges origines sounds a una inflammation. 

De mime , ii est bien connu qu'il est impossible de 
predire 1'actlvite in viva d'une molecule sur un tissu 
particulier a partir de resuitats obtenus in vitro sur un 
models experimental specif ique. 

De maniere surprenante, il a ete trcuve, selon 
1' invention, que certains poiymeres difinis cosnme appartanant 
a ia class© des HBGFPP et en particulier des CMDBS avaient un 
effet sur I'intensite de la reaction inflammatcire qu'ils 
diminuent de fagon tres marquee tout en accelerant les 
processus da reparation, de regeneration et de restauration de 
tissus iesss. A une augmentation de la vitesse et de la 
quaiite de ia cicatrisation des lesions des tissus du tractus 
digestif, des tissus cutanea, des tissus osseux, les HBGFPP 
assoeient des effets anti-inf lammatoires . 

II a en outre ete montre que des doses tres faibies de 
ces poiymeres permettent d'obtenir des effets therapeutlques . 

La presente invention a pour objet une utilisation d'au 
moins un polytnere ou d'un biopolymere, appeies HBGFPP, 
protegeant specif iquement les facteurs de croissance des 
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families des FGF et mw beta de la degradation trypsique et 
n'inMbant pas de maniere significative la coagulation^ pour, 
la fabrication d'un sedicament pour le tr&itement des 
inflammations de divers tissus, 

Un tal polymers prasente paxticulierement one activite" 
anti -coagulant© inferieure a 50 unites Internationales par ®g 
de poiytssre mesuree selon Maiiiet et ai (Itel. Immunol, i§88, 
25, SI5-323). Avantageuseaent, il potsntialisa las FGF in 
vitro. Preferential lament, ii n' active substantiellament pas 
le systeme dn complement, c'est-a-dire qu'il passed© une 
activite anti-complement superieure a 0,5 jig pour le CH50 
(selon Hauzac at al,, Biomaterials, 6, Sl-63, 1985). 

Avan tagexjsement,ledit polymer© on biopolymere est un 
polysaccharide qui pent itre compose principaiement de risidus 
glucose \ 

11 pent aussi compremdre des residus glucosamine et/ou 
d' acide i uronique* particuliereraent sous la forias de dijsaere 
glvjcosamine-acide urcnique. 

Des polysaccharides particulierement prefsres soot des 
dextranes substitues, des gXycosaminoglycanes eventuellement 
associes a un lipide, un peptide on tin protide oa des sulfates 
de ces polynieres . 

Un tel polymers presente avantageusement un poids mole- 
culaire d'au moins 10 kDa et preferentiellement d'environ 40 
kDa. 

La presents invention est en outre relative a ur© 
composition pharmaceutique eontenant ces polymeres. 

Les polymeres et/ou biopolymeres peuvent itre 

selsctionnes a partir de substances naturelies qui peuvent 

ensuite ; etre eventual lament modifiers par additions de 

groupements chisaiques appropries, ou encore etre obtenus 

entierement par syntbese . ces polymeres naturals, semi 

synthetiques ou entierement synthetiques sent ensuite 

selectionnis sur la base de leurs capacites a interagir 

specifiquement avec plusieurs facteUrs de croissance notamment 
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ceux de la famille des FGF et des TGF beta. lis peuvent etre 
egaleatent selectlonnes pour leurs capacite a proteger ce ou 
ces facteurs centre des degradations prcteolytiques , et a agir 
c ornate des inhibiteurs d'activites proteinasiques is&piiquees 
5 dans le processus inf la-nmatoire corsane I'eiastase leucocytaire, 
st ia piasraine par exemple, et pour leur activity ariti- 
cnagulante. Ces poiysneres sont designes sous le sigis 
generique de KBGFPP (heparin binding growth factor protectors 
and. promoters). Deux prototypes de ces polymer es ou bio 

10 polymeres sent dennes comme exemples ainsi que les precedes et 
cri teres de selection de ces poiymeres . 

Le premier exemple de KBGFPP appartient a ia f ami lie 
des CMDBS qui sent des produits connus, a savoir des dextranes 
biospecif iques fonctionnalises, substitues par des residus 

15 carboxymethyle, benzyiamide et benzylamine sulfonate. Ces 
poiymeres iiiustrent i ' obtention de KBGFP? a partir de 
produits natureis {dextrans} smbsequeraasent chimiquesaent 
substitues . Le deuxieme exemple deer it la selection de 
produits compietement natureis consme les giycosaminoglycanes 

2G sulfates purifies a partir d'extraits tissulaires. 

Ces deux exemples iiiustrent les capacites de ces 
HBGFFP a d'interagir, a stabiliser, a proteger et a 
pctentialiser les facteurs de crcissanees des families FGF et 
TGF beta et ieur utilisation dans une composition 

25 pharmaceut ique permettant le traitement d* inflammation* de 
routes origines, 

Les differents exemples deer its dans cette invention 
man t rent qu'en plus des effets cicatrisants propres des CMDBS 
sur differents types de regeneration ou de cicatrisation 

30 tissulaire, 1'lntensite de la reaction inf l&mmatoire locale 
est tres fortement diainuee. 

On entend, dans la presente demande, par traitejaent 
toute operation curative ou preventive effectuee pour la 
prophylaxie ou la resorption d' inf iammatieos faisant 
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intervenir en particuiier des activites proteinasiques comme 
i'elastase ieucocytaire, la plasmine, las metalloproteinases 
en supplement d'effets stimulateurs de la regeneration et de 
la cicatrisation tissulaire., 
5 Les examples ci-apres iliustrent una diminution da 

i'intensite de la reaction inflasm&toire observes dans des 
tissus lases traites par une fraction efficace de HBGFFP par 
exemple de CHDBS associe a un ou plusieurs vehicuies 
compatibles et pharmaceutiquement acceptables avec le type de 

10 lesion. La composition pharmaceutique peut etre egalement 
associee a des agents comma par esemple des antibacteriens, 
des antifengiques, des vita&ines ou analogues, des 
antiseptiques, des analgesiques, des agents protecteurs des 
rayonnements solaires et d'autres agents anti-inflamm&tcires 

15 ou tous autres types de composes associes pour leur effets 
specif iques et administree sous touts formes gaiXeniques 
pharmaceutiques acceptables et compatibles avec le type de 
tr&itement envisage. 

Avantageuseraent, une telle composition est congue pour 

20 etre directement absorbee par voie oraie, deposee sur la 
lesion ou injectee si celle ci est directement accessible 
notamment dans les lesions sous cutanees, buccal es ou rectales 
ou encore lors des interventions chirurgicales en deposant ou 
injectant les tissus. La dose unitaire est de 10 a 2500 *tg 

25 CMDSS ou de HBGFPP par mi ou cm2 de tissu a traiter sous an 
volume adapte a la specif icite de la pathologie. La dose de 
produit CHDSS KBGFP utilises correspond selon la surface de 
la plaie a une fraction d'une solution de depart de 10 a 2500 
par millilitre {ce qui pour une application locale sur des 

30 piaies courantes impiique une depose rarement superisure a 
quelques centaines de microlitres de la solution) cette dose 
etant appliquee une cu deux fois par 24 heures . Les 
compositions utilisees de sucralfate sont de 0.01 a 5% (selon 
le brevet US 5 196 405 } soient des concentrations au 
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mains 10 fois superieures & celles decrites dans l& presents 
invention et les effets decrits dans tous les exestsples de ce 
brevet US N*5 1SS405 sont obtenus a partir de compositions 50 
aiiiigrasnsses par millilitre. 
5 Le vehicuie peut etre du aeruss physiologiqwe ou des 

tarapcns tels que le PBS contenant NaCl 0,15 molaire ou tout© 
autre scrte de solution compatible et non irritante pour Is 
tissu less- Des formulations permett&nt d'obtenir des 
solutions pateuses ou en gel ou en aerosol seion les 

10 techniques courantes connues de i'hoasme de I'&rt peuvent etre 
propcsees selon le type et 1 ' accessibility de la lesion. 

Les dotsaines d* applications de ces composes 
correspondent sur un plan th6rapeutique ou prophylactiqu© aux 
pathologies associees aux activites de I'elastase et/ou de la 

15 plasmine. 

Les principales pathologies associees a une activite de 
type elastase recouvrent les prlncipaux domaines suivants s 

- les lesions cutanees incluant les levres. Is cavite 
buccale, la gencive (les maladies parodontales) , les snuqueuses 

20 par exesapls vaginale et les surfaces anales pour des eruptions 
superficielles inf iaramatoires, pruritiques, ery thessateuse „ 
I'acne ou les rosacees comme 1" inflammation de type seborrhee 
ou pustulaire, les furoncles, les abces j 

- les infections bacteriennes , fungiques, virales da 
25 revetement cut&ne comme Candida ou herpes , 

- les dermatites a l'etat aigii ou ehxonique en reports® 
a aifferents agents camme les coups de soleil ou brulures 
superficielles f 

- iss reactions inf iaxnaatcires en reaction a des corps 
30 etrangers comme des panseroents, des catheters et les 

hesaorroides; 

- les vulvites ou prurits perianaux; 

- les pathologies et desordres habituels de la sphere 
ota-rhino-laryngclogique et pulmonaires cossae les sinusites ou 
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les rhinites allergiques, aigues ou chronigues, les otites, 
leg reactions infiajras&toires pulmon&ires , les oedeses? les 
eisiphyseises , les fibroses, des reactions secondaires a des 
brcnchites .. 2 ! asthma ; 
S - les pathologies oculaires en. rapport avec des 

desordres de i ' inflammation des produits da beaute 
allergisants, les conjonctivites, keratites ponctuees, lea 
ulceres ? 

- las maladies liaes a des desordres immunoiogiqwtes os 
10 viraux comae las arthrites et la poly&rthrite rhumataide, les 

synovites, la geutte et dif ferentes formes d*in£ lassnation 
arthritiques, le lupus erythemateux, X' anaphylaxis, Ies 
septicemias bacterienn.es, le SIOA? 

- les maladies parasitaires cosame la toxoplasssose, le 
15 cytomegalovirus, la malaria, la polyomelyte, etc.? 

- ia traitement des reactions inflamatoises des 
organes comrae les gl omerul onephx 1 ties par example pour le 
rein, ou celles associees a des procedures chirurgic&les 
suppcsant cu non 1* implantation de matexiaux etr&ngers a 

20 I ' organisme? 

- les pathologies vasculaires avec notassaent les 
anevrismes atheromateux ou celles Uees au vieillissement 
comme cells de type arteriocleromateux. 

Les principaies pathologies associees aux activites de 
25 type plasmiae recouvrent en outre les domaines de la 
progression tumorale et des complications induites. 

L • invention sera illtistree, saas etre aueunement 
Hsaitee par les examples qui suivent, dans lesquels; 

La figure 1 represente ia formula du CHUBS . 
30 La figure 2 illustre la potentialisation ds I'activite 

biolcgique des FGF1 (2a) et FGF2 {2b} par 1 'heparins, le 
aesoglycane et le sulodexide. La jsesure de I'activite 
biolcgique est ef fectuee sur des cellules CCL3« par la mesur® 
de 1' augmentation de 1 ' incorporation de thymidine tritiee en 
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fonction da la dose de FGF1 et de WQTZ ajoufcee saule ou en 
presence de 20 jig d'hep&rine, de 10 de aesog'lyeane, osj de 
IQjug de sulodexide. 

Les figures 3 et 4 ilXustrent I'effet protacteur de 
I '■ heparin©, du mesoglycane et du sulodexide centre une 
degradation thermique da FSF1(3) et FGF2 f4). Las echantillons 
de FGF sent incubes seals ou en presence de 20 pg d' heparins ? 
de 10 m 6e mesoglycane de 10 pq de sulodexide a 20* C {&} 
et 37 *C fb) pendant 1, 7, 15, 30 jours. La assure de 
I'activite Mologigue presentee en absclsse correspond aisx 
valeurs des unites de stimulation de 1 'incorporation de 

thymidine tritiee dans des cellules CCL39. 

La figure 5a illustre i'effet proteeteur de I •heparins, 
du mesoglycane et du sulodexide centre una degradation 
proteslytique du i25 l-FCFi. La digestion proteolytics & eis 
effeetuee a 37 °C et les echantillons ont et* separes par 
alectrophorese sur gel de polyacrylaaide a 1S% . Les gals sont 
secMs et autoradiographies > La premier® piste sentient le 
125 S-FSF1 seul f dans la deuxieme {piste 2} le 125 I-FGFl est 
ineube en presence de trypsine et d'heparine {piste 3), de 
mesoglycan (piste 4) ou de sulodexide (piste 5) > 

La figure 5b illustre i'effet protecteur de 1 'heparin®, 
du mesoglycane et du sulodexide contre une degradation 
prcteolytigue du 12S I-FGF2. La disposition des pistes est 
identique a ceile presentee pour le * 2 ^I-FGF1 en 5a. 

Les figures 6& et SB representent respectivement des 
tissue osseux presentant une iMXammation traltes par un 
pansement de collagene imbibe de serum physioiogi<que ©t 
le mSine pansement imbibe de CMDBS {6B}« 

Les figures 7h a 7C d*une part et W a If d' autre part 
representeist respectivement des coupes de pXaies cut&nees 
traiiees avec du collagene imbibe de CMBBS et du collagene 
imbibe d'une solution physio logique. 

La figure 8 illustre 1 "expression de metal!©- 
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proteinases a J - 5 (pistes 1 a 11) et J = 6 {pistes 12 a. 17} 
dans des tissus saiss {pistes 1 et 22 }, des tissws 
Cicatricials traites par la CMDBS { pistes 2 a 4 at 23 a 15) * 
et d©s; tissws cicatricials traites pax de la solution 
physiologique (pistes 5 a II, 16 at 17), 
IHSMELSJ,: Preparation et selection das CMDBS 
a| Pre paration de s CMDBS 

Les CHUBS sont des dextranes substitues par des 
groupements carboxyaiethyX , bensylasslde et senary laj&lde 
sulfonate. La methode de synthese des CHUBS peut Stre cell© 
decrite par M.MAUZAC et J.JOSEFONVXCZ dans Biosssateri&ls 
1984,5,302-304. 

Selon ce precede, le carboxyl saethyle dextrane (CMS) 
est prepare a partir de dextzane par substitution de queXques 
unites glycosylates avec des groups s carboxyXiques sur I« 
carbon© en position 5 eti 6. 

Dans una deuxieme etape, Xa benzylamide est eouplee aux 
groupes carboxyliques pour former le carboxymetnyl -benzyl asside 
dextrane {ou CHBD) . Enfin quelques noyaux aromatizes du 
benzylamide sent suifones pour aboutir au carfooxytaethyl© 
dextran© benzylamide sulfonate ou CMDBS. 

Les sels de sodium de ces derives sent sal tritf litres * 
lyophiiises et dissous dans le tampon approprie ayant 
utilisation. 

La formule generale des CMDBS est representee sue la 

figure I, 

Les CHUBS possedexit une distribution statistique des 
diffarents substituants. Les pourcentages pour ehacue type de 
CMDBS sont determines par les methodes dlassiques. 

b) SelgctjgB des mm 

it Tests de p rotection et de stabilisation deg^FjFs 

Lors de la synthase des CMDBS 11 est possible d© 
controiex le taux de substitution de chacun des groupements 
par modification des conditions de la reaction de 
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substitution. Le control* des paraaetres cosame i& temperature,, 
le temps de reaction, les concentrations relatives des 
constituents et le nombre de reaction de substitution etc. 
permettent d'obtenir un tres grand nombre de polysseres 
5 substitues . Lb substitution des hydrojsyles par le 
carboxymethyl sur les carbones en position 5 et 6 permet 
d'obtenir des taux de carboxymethylation ail&nt de 0 a 200% 
(100% pour chacun des carbones en position 5 et 6}. Le 
groupesnent carboxyraethyi peut etre a son tour partiellesaent on 

10 tctalement utilise pour la fixation de la benzylasaide. Les 
groupes bensyiamides peuvent etre partial lessen! ou totaiement 
utilises pour la sulfonaticn. Les dextranes substitues 
fonctionnalises utilises selon 1* invention sont p&rsai ceux 
speciaiement decrits dans le brevet franeais n*2.4Sl.724. 

15 Outre la capacite a stabiliser et proteger les facteurs de 
croissance de la famille FGF corame decrit dans la publication 
de T&rtiieu et coll J. Cell. Physio. 1992 150 p 194 a 203 ; et 
dans le brevet Francais N"2 .461.724; le CMDBS selectionne doit 
pouvoir interagir avec au moins un membre de la famille des 

20 facteurs de croissance de la famille TGF beta selon une 
methods d' evaluation decrite ci-dessous et proteger les TGF 
beta contre une proteolyse. 

jJj^Eyaluation des capacites d ' interactions entre CMBSS et les, 
facteurs de croissance de IilJmMMJSSSLM^. 

25 Afin de mesurer la capacite de certains CMDBS a 

interagir avec les membres de la famille TGF beta et de par 
cette interaction proteger les TGF beta, un test de criblage a 
eta etabli. Ce test consist© a mesurer la capacite du CMDBS 
selectionne a permettre au TGF beta de garder son activite 

30 biologique raalgre un traitement pro teas ique. 

Dans 1 ' exemple ci dessous le CMDBS utilise est le lot 
26.2 defir.i pax un taux de substitution de 110% de motifs 
carboxymetbyles , 3,6% de motifs benaylainides et 3$ ,5% de 
motifs sulfonates et possede une activite anti coagulante de 4 
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UI/mg (Unites Internationales ) . L'activite anti- complement && 
ce lot est de 1,1 uq de CH5Q, mesuree selon H&uzac et &1 
{precademment cites). 

L'heparine utilise© comae temoin provient des 
5 etablisseine.nts Sanof i . (Institut Choay) et presente one 
activite anticoagu Xante de 175 UI/mg 

Le TFG beta 1 est prepare a partir de plaquettes 
sanguines huaaines selon le protocole deer it dans de 
nombreuses publications et couramment utilises par I'hossme ds 

10 i'&rt,. par example dans la publication Growth Factors and 
their Receptors 1992 f vol. 1 PP 419-472 par A. Roberts et 
M-Sporn edits par A. Roberts et M.Spom et publiee par 
Springer Verlag Berlin. Le test d'activite biologigue du TGF 
beta utiXise dans cet exemple est celui de I ' inhibition de 

IS croissanca des cellules CCL64 (provenant de 1 'American Tissue 
Culture Collection) . Cette inhibition est mesuree par la 
capacite du TGF b a inhiber 1* incorporation de Thymidine 
tritiee d'une man i ere dose dependants dans ces cellules CCLS4 
stimuiees par le facteur de croissance FGF ou par du serum de 

20 veau foetal selon le protocole deer it par Van Zolen dans 
Progress in Growth Factor Resarch, 1990 ,2 p. 131 a 1S2. le 
TGF beta est utilise a deux doses, i'une correspondent a la 
capacite d* inhibition de 50% de I* incorporation de Thymidine 
tritiee (definie contme 1' unite d'activite inhibitrice) 

25 i'autre, correspondant a la capacite d'inhibiticn de 100%. 
Dans cet exeuiple les vaieurs obtenues sont de 250 pg de TGF 
beta pour obtenir 1 1 unite d'activite d' inhibition sur les 
cellules CCL64 cultivees dans 1 d de milieu de culture . Le 
100% d' inhibition est obtenu avec Ing de TGF beta dans 1 ml de 

30 milieu de culture. 

On echantillon de 50ng de TGF beta dans du tampon 
phosphate salin ccntenant 0.1% de serum albussine bovine 
(provenant de la societe SIGMA a Saint Louis USA) est incu&e 
seul, ou associe soit a 5000 ug de CHDSS, soit & 5000 
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&' heparins , avec ou sans 500 uq de trypsine. Le volume final 
de la solution incubee est ajuste a I ml et 1 5 incubation est 
effectuee a 3?"c durant un temps variable (10 minutes dans 
i'exemple decrit tableau 1}. 
5 Des echanti lions d'un volume de 20 #1 de chaeune des 

reactions d ! incubation sent preleves et ajoutes suss ceilulss 
CCL64 cult-ivees dans das plateaux de 24 puits eontenajjt 
chacuns un miililitre de milieu de culture selon ie protocols 
decrit par E.Zohlen mentionne ci dessus. Dans ces conditions 

10 la concentration finale de TGF beta par puits est de Ing/ml. 
La tableau 1 resume les resuitats obtemis dans diverses 
conditions et montre I'effet protecteur du CMBBS. Ainsi apres 
10 im d ' incubation a 37*0, 75% de l'activite biologique da TGF 
beta est encore present© , alors que 1 'heparin© qui pourtant 

15 peut se fixer au TGF beta {Mac Caffrey et al., J. of Cell 
Physiology, ISS2, vol.52, 430-440} ne protege pas le TGF bets 
contra cette degradation proteolytique (11 rest© mains de 20% 
d'activite biologique) . II est a rappeler que dans Is c&s des 
FGFs 1 'heparine assure une protection centre la proteolyse 

20 induite par la trypsine. (T&rdieu et al., Journal of Cellular 
Physiology, 1992, 150; 194-2C3) . 

11 & ete verifie que 1© CMDBS n'avait pas de pouvoir 
inhibiteur sur I'activite de la trypsin© (tableau 2). Ainsi.10 
yg ds trypsine ont ete incubes soit avec un substrat (S.87 

25 fourni par la societe Serbia, Paris et utilise selon les 
recommendations de ce fournisseur) ou soit avec c© substrat et 
un inhibiteur de ia trypsine tel celui prevenant du soja 
(coMste le Soyabean trypsin inhibitor ou STI de ches Sigma) ces 
incubations etant f sites en i* absence ou en presence de 

30 quantites variables de CMDBS (lot ftM26) . L'activite 
snzymatique de la trypsine a ete saesuree par absorption 
spectraphctometrique du produit de trans format ion du S S? en 
fonctior. du temps d' incubation. 
£xg@Bi jg. _l.L..s.iLeg.ti on d ' autreg_HBGFPP,.i 
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Beux preparations commexciales de proteoglyccsajsdnogly- 
cane st giycosaminoglycanes oat ete selectionnees selon leurs 
capacites a intsraglr avec les facteurs de croissance de la 
faffiille des FGF ainsi qu'avec ceux de la f&saille des TGF beta. 
5 Le mesoglycane et le sulodexide ont ete foumis par la 

Soclete Sigma Chemical Co , Saint Louis MO USA. Leurs 
proprietes sont resumees dans le tableau 3. 

Les cellules utilisees dans cet example sent les 
cellules CCL39 qui proviennent de 1 'American Tissue Culture 

10 Collection. Les conditions de culture et de tests de mesuxra 
d'activite biclogigue des FGFs sont les messes que celles 
decrites dans la publication Tardieu et coll J.Cell.?hysiol< 
J 992. Les facteurs de croissance FGF utilises sont les forsses 
reconjbinantes FGFl et FGF 2. 

IS ajL^JMlfeS. du mespg ly cane , et . s ulodexide sur l . ^cfth fAM 

biol eqioue des FGFs in vitro. 

Dans ces experiences le FGFl ou 2 est utilise a une 
dose correspondent a la dose efficace (notes ED5G) pour 
induire une stimulation de I'activite biologique de 50% de la 

20 dose induisant la stimulation maxim&le ,1'activite biologique 
est mesuree par la capacite rf* induire une augmentation de 
1 'incorporation de thymidine tritiee dans les cellules selon 
las protocoles largement decrits dans de nombreuses 
publications dont celle de Tardieu et coll mentionnee 

25 preeedemraent et egalement dans le brevet frangais H*2 S44 OSS . 

Dans cet example l'EDSO est de S ng/ml pour le FGFl et 
de 3 ng/jnl pour le FGF 2, va leurs aaesurees expexisaentaXessent 
{Figs. 2a et 2b}. La meme experience de stimulation en fonction 
de la dose de FGF est effectuee en presence de 10 piqfml de 

30 Mesoglycanee ou de Sulodexide ou 28 ug/ml d' Hepaxine. La 
figure 2 montre que dans ces conditions l'EDSO devient 0.4 
ng/ml et 0.2 ng/ral respectivesient pour les FGFl et FGF2 en 
presence de ces doses de siesoglycanee ou d 5 Heparins » Outre 
cette capacite a potentialiser I'activite biologique des FGFs 
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les HBGFFP protegent les FGFs centre les degradations 
thermiques ainsi que contra 1 ' inactivation induite par 1* 
action prcteolytique de la trypsine. (Figs .4 et 5}. De la aise 
aaniare ces HBGFPP protegent FGF1 et 2 contre we inactivation 
5 induite par I'activite proteolytigue de la trypsin© (Figs. 5a 
at 5b}> 

b) MISta_^rjatiecteffi^ 
dextrane, du dextrane, su lfate et de la sucrase vis-a-vis des 
TGFbeta,,., 

10 Plusieurs autres composes ont ete evalues : le dextrane 

sulfate {Sigma Chemical, de poids sioiecui&ire 40.000, 1® 
dextrane syant servi a la synthese du CKBBS (egalement de chez 
Sigma} de la sucrase ou sucrose octasulfate { f ournie par 0, 
Bar Shalom, Societe BUKH MEDIC, au Banemark) . Certains de ces 

15 composes ont eta choisis car ils protegent et atabilisent les 
FGF tels que la sucrase se confer* au brevet US N" 5202 31 I oa 
le dextrane sulfate se confere au brevet japonais ft* 138 
307/88). Le dextran est celui qui a servi a la synthase du 
CMDBS AM2S . 

2C L' experience de protection de 1' act! vita biologique des 

TGFbeta a ete realisee de la mease ssaniere qu'&vec les CMBBS 
ainsi que decrit dans 1 * exemple 1 ii. Le melange d' incubation 
contient 50 rtg de TGF beta (dans 0.1 % d'alburaine serique de 
bovin) et de la trypsine {500 ug) , Le Mesoglycanee ou le 

25 Sulodexide ou le dextran sulfate ou le dextran ou la sucrase 
sent utilises a la dose de 5000 pg. 

L'activite biologique du TGFbeta est mesuree cosmse 
decrit ci-dessus apres une dilution de 50 fois et en utilisant 
des cellules CCL64 , 

30 Les resiiltats sont presentes dans le tableau 4. 

Ces resultats illustrent qu*a 1" exception de certains 
CMDBS capables de repondre aux deux criteres de selection vis- 
a-vis des FGF et TGFbeta seul parmi les autres composes testes 
le siesogiycane presente une activite protectrice significative 
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pour les TGFbeta. 

EXSMPLE 3: Effets inhibiteurs in .vitro aes CMSSS sur 
I'activite d e X'elastase leucoeytaire et star la alaggfea., 

Las pouvoirs d« inhibition de different® CHD8S et de 
5 leurs composes intermediaires de Xeur synthase* oat et© 
etablis pour I'eXastase Xeucocytaire et la pXasaine. 

L'elastase Xeucocytaire purifies a eta obtenne par 
Elastin Products Co (Owenvilie, UQ, USA) et Xa plasmine ch«« 
SIGMA, | 

10 li' inhibition das activites enKyssatiques par ces 

differents composes est effectuee a 37 'C dans un bain 
thermostat©. Les enzymes considerees sont mises an soXution 
dans itijt tampon Tris-HCL 100 mK, pH8 pour l'elastase et pH 7,4 
pour la piassiine, en presence de 0,02% d' aside d© sodium et de 

IS 0,01% Triton S100 pour la plasmine. Les concentrations das 
suhstrats et ceXXes des enzymes . sont : 0,10 m HeO-Sac-Ala- 
Ala-Pro-Val-piKA (paranitroanilide) pour 1 'elastss* t 8*3 n$ et 
0,20 dVal-Leu-dLys-pKA pour la plasisdne a 77 rig. f&m 
chacune des conditions est etabli X'XCSG. 

20 i&e tableau 5 donne les resultats obtenus dans lasquels,, 

la lot &MS correspond a un dextrane T40 de 40 000 kD. Lft 1st 
SMS correspond; a un dextrane T10 de 10 000 fcB. Les prodults 
intermediates de synthase sont repertories d'apres les sigXes 
designes ci-dessus indexes d'un numero qui precise 1© noasfere 

25 de chacune des reactions de substitution. 

Les valeurs des IC50 demontrent que les CMDBS ont des 
eifets 1 inhibiteurs de type hyperbolize asm competitil sur 
I'activite de l'elastase leucocytaire comparaMes I ceux de 
1< heparin©, I'un des ®eilleurs inhibiteurs de cette activit* 

30 (Ki de i'ordre de 1 nM) . Les CMBBS exercent de plus et & 
X* inverse de 1 'heparin© des effets inhibiteurs sur la 
plasmine. 

EXEMPLE 4: Effet an ti-inf lammatoire des C mm....d&ns__le_tM^ 
osseu x,:,. 
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Min d f etudier 1 'effet anfci-inf lasnsnatoire des CMBBS 
dans le tissu osseux on a utilise tin models de regeneration de 
I 'os calvaria chez le I&pin. Apres avoir effectue un® decoup® 
de cet os dans sa desoi epaisseur on a cosspar® ia reaction 
5 infiasanatoire dans le tissu de granulation en presence o«t en 
absence de CMDBS. 

Des lapins adultas blancs de la race Hew Zealand ayant 
fini leur croissance osseuse et pesant 3 a 4 kg sont repartis 
en 2 groupes de 8 lapins des de-ax sexes . Ces lapins ont eta 

10 anesthesies par injection intraperitoneale d 5 hydrochloride 
ketamine (100 rag/kg) et d'aceproisasine (100 mq/kq) . Un® 
incision paramediane f ronto-parietale a eta realises pour 
acceder a is calvaria. $uatre defauts osseux de 5 ssa de 
diaraetres et 3 mm de profondeur ont ate realises a 1 * aide 

15 d'une fraise . Durant 1* intervention, le cdte opera a ete 
constament irrigue pour eviter des accidents therssiques, Les 
deux regions cephaliques n'ont pas ete coasbXees et de ce fait, 
servant de contrdle aiors que les cotes pesterieurs gauche at 
droit sont combies avec du collagene (collagene hestostatigue 

20 microfilaire (Pangea) provenant des labor&toires Fournier 
Dijon, France) ou du collagene irapregne la nuit dans una 
solution de CMDBS a 100 pg/atl. Une heaostase appropriee a ate 
realisee avant de proceder a la suture de la plaie. Les piaies 
sont refermees avec du fil en nylon de suture et le cot® opere 

25 est reconvert d'un pansement sterile.. Les arsimaux ont ete 
laisses en convalescence et aucune complication post- 
operatcire n'a ete constatee. Les animaux ant ete euthanasies 
aus jours 3, 4 f 8 et durant les 12 semaines qui ont suivi 
1 ■intervention, Tous les animaux ont recu un traitement 

30 identique et ont servi pour leur propre controle. Apres ex&men 
macroscopique du site de 1' operation, les cranes sont 
decalcifies et inclus dans de la paraf fine, Le cote opere a 
ete etudie au microscope pour etre sds en culture. &pres que 
les mcdeles soient decalcifies et poses dans d® la paraffin®; 
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des sections sag it tales {5 asm d'epaisseur) des zones 
correspondents aux defauts ainsi erees snt et® decowpees & 
I'aide d'un microtome et colorees a i 'hematoxylin at a 
I ' eosine. Ces coupes sont etudiees au aicroscope st ies 
5 defauts ant ete 100 fois grossis, en utilisant une grille de 
2,5 x 2,5 mm normalised par 10 divisions de 0,25 ssm de chaque 
cota. Ces mesures ont ete ensuite rapportees sur tin graphique 
pour comparer ies resultats suivant ies different* groupes 
traites . 

10 Dans cs travail, on a utilise le CM3BS ,lot AM26, dent 

le contenu en acide methylcarboxyiigue est de 110 %, celui en 
benzyl amide de 2,5 % et en benzylamide sulfone de 3S,5% - 
L'activite anti-coagulante specif igue de ce CMBBS est 4 XU/mg 
compare a 1' heparin© standard (echantilion n*108, Sanofi-Choay 

15 Recherche*, Gentilly, France) qui a une activite 
anticoagulant* de 173 lU/mg, 

Les figures 6A et 6B raonirent la difference de la 
reaction inf iamitiatoire observee apres 3 semaines dans le tissu 
de granulation correspondent au cosmblement du defeat osseux 

20 realise experimentalement, 

Dans la figure 6h qui correspond au pansement de 
collagen© imbibe uniquement de serum physiologigue^. la 
reaction inf laasaatoire est tres forte; le tissu de granulation 
contient un grand nombre de cellules inf iammatoire et peu de 

25 cellules osteobiastiques . 

Par contre, le meme traitement avsc un collagen® imbibe 
de la solution de CHDBS a fait regresser tres nettement cette 
reaction inf Iammatoire , favor is ant la reparation du defaut 
asseux et demontrant ainsi I'effet antiinf Iammatoire du CMBBS. 

3 0 £XEMPL2...S. - Kftet anti-inf Iammatoire du CMPBS sur la aoquagse 
g&stricue. 
Principe 

L' administration par vole orale d'l mi d'eth&nol absolu 
chez is rat provoque dans 1'heure qui suit 1* apparition de 
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lesions hereorragiques de la nroqueuse gastrigue. 
Methodes 

Des groupes de 6 rats males Spragua D&wley, d' environ 
200g, sent mis en jeune hydrique 24K avant I'assai. Le jour du 
5 test, I ml est adrainistre par voie orale et les &niisaux sont 
saerifies 1 h 30 apres„ L'estomac est preleve, ouvezt selon 2& 
grande courbure et rince. 

L'atteinte de la muqueuse est cotee selon le hareme 
saivant. 
10 0t muqueuse normals 

2 c petites stries roses hemorragiques superficielles 

2; stries hemorragigues superficielles rouges, courts* et 

iarges 

4: stries hemorragiques superficielles rouges-noires, longues 
15 et l&rges 

5 t perforation 
Traiteiae ntt 

Le CHBBS a ete dissous dans 1'eau distillee, la PGE2 
dans 1' ethane! a 10% puis dilue dans le solute physiologique. 
20 Les traitements sont ef fectues par voie or&le, 1 heure avant 
1 ' ethanol et 45 mn apres sous un volume de 5ml /kg. 

Pour chaque lot d'anisiaux, les v&leurs moyennes +/- 
e.s.ns. des scores d* alteration ont ete c&leulees. SI les sont 
25 presentees dans le tableau ci-dessous. La comparaisois 
statistique est effectuee a l'aide du test non p&raroetrique de 
White, par rapport au groups temoin avec une difference 
significative notee p < 0,01. 
Resultats 

3D Coirane i'illustrent ces resultats, 1 'administration 

d* ethanol absolu induit chez la majorite des animaux 
1' apparition de larges stries hemorragiques confiuentes. Chess 
les animaux temoins le score d'alteration est de 3,75 +/_ 
0, X?. 
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Le CM>SS administre per os a ia dose de 100 piq/kq (2 
fois par jour ) reduit en 24 heoxes de 56% (p>0 f 01) Xa graviie 
des lesions. Aux doses superieures I'activite eyteprotectrice 
n'est pas retrouvee. Le CMDBS exerce des effets ccmp&rables & 
S ia prostaglandin E2 consideree comme un agent prctecieur da 
la muqueuse gastrique centre des agents toplques irritants qai 
induisent one reaction inf lawnatoire intense locale {reduction 
de S3% des lesions). 

SMM?LS_J. i,.SJMt...mtl^ oolites Induites 

1® par le THB cheis le rat. 
Principe; 

L' administration intrarectaie d'acide trinitroben2ene 
sulfonique (TKB) entraine chez le rat 1 'apparition d'un colite 
chroniqae, associee a de graves lesions de ia ssuqueuse 
15 produites par une reaction inf lassmatoire aigue avec liberation 
de mediateurs {PAP, interleukines, eicossneides) , at 
accojjtpagnee d'an oedema important quantifiable au Sleu 
d ' Evans . 
Methodes . 

20 Des groupes de 6 rats males Sprague D&wley, d 9 environ 

200g, sont mis en jeune hydrique 24 heures avant i'essai. Le 
jour du test, les animaux sont anesthasies au pentobarbital 
{30 mg/kg) par voie intraperitoneale. 20 mg de TNS dissous 
dans 0,25 ml d'ethanol a 50% sont instilies dans le colon a 6 

25 cm de i'anus. Les animaux sont remis dans leur cage apres le 
revel 1 avec nourriture et boisson a volonte. 

4 jours plus taxd, les anistaux sont sacrifies et 1® 
colon est preleve. 30 mn avant le sacrifice, 1 mi de Bleu 
Evans est administre par voie veineuse pour evaluer i'oedeme 

30 acc<5jaj>agant la colite selen le protocols suivantt Le colon est 
mis dans un tube contenant 9 ml de formamide, Apres 
centrifugation, le sumageant est preleve et un dosage 
spectrometrique est effectue a S20nm de longueur d'ondes. 
Traitement: 
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Le CM25B5 a ete dissous dans la carboxysaethyl cellulose a 
0,5%> Les traitements ont ete effectues par vale intrarectal® 
sous un volume de I ml/kg, 4 heuras avant le TH8 1 fois par 
jour jusqu'au sacrifice de I'eniiaal. 
5 Resultats 

Pour cheque lot d'animaux, les valeurs moyennes */~ 
e.s.m. des scores d' alteration ont ete calculees. EXIes sont 
presentees dans le tableau 7, La comparaison statistics est 
effectues a 1 'aids du test "t" de variance par rapport au 
10 groups t&moin avec une difference significative notee p < 
0,05. 

Dans cet example, le CMBBS a un effet anti- 
inf lammatoire comme le montre le denombrement des cellules 
inflasasnatoires revelees par coloration au bleu d< Evans* 300 fig 
15 de CMDBS par kg reduisent de moitie cette coloration { p 5 

0..05) . 

SXEMFLE 7 i Effet sur 1 j inf lajamatlgn cutanee chez le rat. 
A. ftnijaaax 

Les experimentations ont ete ef fectuees sur des rats 
20 males Hairless OFA-hr/hr Ico, EOPS, exempts d s organises 
pathogenes specifiques, ages. ia. EOPS (Exempts d'organismes 
pathogenes specifiques}; de 9 a 10 semaines {250-300 gr) (XFF& 
CREDO, France). Ces rats se caracterisent par un systeme 
pileux tres peu developpe du k un gene recassif hr, defini pax 
25 le tense "Hairless", Des reception, les rats sont stabules et 
hefaerges selon les directives de la Commun&ute Econosaigue 
Suropeenne, decret d'Avril 1986, n" 86/609/CEB. 
S. Mode operate ire 

Les rats sont anesthesies par injection intra- 
30 peritoneal© de pentobarbital sodique (0,1 ml/100 g pour les 
rats sains et 0.05 ml/100 g pour les rats diabetiques) . Tresis 
defauts cutanes dermo-epidertaiques sont pratiques de part et 
d' autre de la colnnne vertebrale a I'aide d'un amporte piece 
de 6 mm de diametre. Des compresses de coliagene bovin 
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inactive \?mQm t Foamier) sont deeoupes a I s = 
IraMbes de la solution a tester ou d'une solution d® 
PBS.ia.PBS? pendant 2 heares a temperature amManie mmt 
d'etre depofiees dans cheque plate, ensemble est aloxs 
d'un pansement ecclasif (OPSZTE) gardant Is 
coliagine hydrate, pais d'i 
se debarr&sser de son pause 
cages individuelles avec eau 
conditio ejcperimentaie regroups des lots de S a 10 snisauK, 
10 Le processus cicatricial est consider© a des temps variables 
exprimesi en jours {jx} apres la date de .1 "operation (JO J . 




pais la plaie est prelevee a 1'side da mime 
de la meme dimension que celal utilise a JO et 
a -80 *C, Pour 1' etude Mstologiqae, les pieces sont 
i exces de 5 mm de peau non lesee 
d« origins puis placees dans an fixatear 
25 dont la composition varie en fonction de 1' etude envisages, 
j histolcqiqae 

Les prelevements de tissas sont places pendant 24 a 48 
heures dans an exces de fixateur {paraformaldehyde 4%,. 
giutaraldehyde 0.1%, saccharose 5%, PBS lOOmM, pK?) puis 
30 deshyarates progressives^ avant d'etre inclas dans da 
(Prolabo). Des coapes de 5 mm sont realises 
am® a paraffine (Reichert-xung) et colorees au 
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presentes sur les figures ?A a 7F qui rapportent cette etude 
histologlqua cie la cicatrisation cutanea a J6 post-Qperatoire f 
(coloration des coupes au Triehrome de M&sson} . 

Les figures Ih & 7C presentent les piaiss traitees avec 
5 da CMDBS (50 pg/ml) et les figures 7D & 7F represented les 
plaies traitees avec ie vehicule seui. Ces figures ssontrent 
sine inegaiite dans la qualite du tissu de granulation, II 
existe un aspect plus a&ature de Xa cicatrice (Fig.A, x4) par 
rapport an temoin (Fig.B, x4) . Un agrandissemnt (x25) de la 

10 region epidermique raontre une reconstitution de celle-ci dans 
les deux cas (Fig.7B et 7S x25). 

La difference reside dans la saturation du tissu de 
granulation : la piaie traitee (Fig»7C x25) avec du CMDBS 
jnontre la presence de fibroblastes (fleche) qui commence & 

IS s'orienter et qui produisent une aatrice en quanta te plus 
important© que dans la plaie temoin. Les cellules 
inf lassnatoires dans les plaies traitees avec du CMDBS sent en 
noitbre restraint par rapport au temoin (Flg.7F x25) qui montre 
la persistence de phenosienes imf lantmatoires isiport&nts „ 

20 SXF.MPLS 8 ; Mise en evidence des activjtes mj^SllSMS^iMMS. 
mtx%cieXLsS^S^Mits.A^LMss\is cutanes_en_cours , de 
cicatrisation. 

Des preievements de tissu cutane sont effectues selon 
la meme protocole et ies memes conditions experimentales que 

25 ceux presentes dans 1'exemple precedent. 
Traitament des plaies 

Les plaies des rats sains sont tr&itees avec des 
pansements de coilagene imbibes d'une solution physiolcgique 
contenant ou non du CMDBS-AM6 a 50 ug/ml . 

30 Les me tall ©proteinases matricielies (MHFs) et, plus 

particuliersment les collagenases 92 kB (coilagenase de type 
V) et 72 kD { coilagenase de type IV}, sont jsises en evidence 
grace a la technique du aymogramme . 

La peau pre levee a JO est noramee controls {€} . Le 
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prelevement effectue au jour x (Jx) a« meme emplacement seion 
les contours d' origins est nomme plaie (p) . c et ? sont 
tou jours traites en meme temps et seion Xe &eme prctocole. 

Chaque prelevement est pulverise une ainute dans un 
5 broyeur a azote liquid© (Bioblock). La poudre est pesee et 
melangee dans tin tampon 100 m phosphate pH7.4, 1M NaCl (lal 
pour 100 mg de poudre} . L'ensemble est homogeneise a 1'Ultra- 
turax pendant 30 secondes, laisse 1 heure a 4°C puis 
centrifuge a 43?00g (Beckman J2-21) & 4"C pendant 30 minutes. 

10 Le volume du surnageant est mesure puis aliquote avant d'etre 
conserve a ~SQ*C. Le culot, pese, est conserve a ~S0°C, 

Les extraits obtenus a partir de broyats de peau 
eicatricielle ou nan {25 mg de proteines en tampon non 
raducteur, non chauffes), sont deposes sur des gels de 

IS polyacrylamide 10% contenant 1 mg/mX de gelatine (Sigsaa, res 
G2500). Apres migration en tampon de Laemmli, les protein** 
deposees sur gels sont renatureaa avec une solution de Trls- 
HC1 100 mM, pH 7.4 contenant 2.5% de triton xl00 (2 fois 30 
minutes), Le Triton est elimine par deux lavages en tampon 

20 Tris-KCl 100 mH. Les gels d 'electrophorese sont incubes a 37*C 
durant 48 heures dans un tampon Tris~HC2 100 mM contenant 10 
m de CaC12, 0.001% NaH3, 0.0015% Brij 35, 1 mM 2nC12. Apres 
avoir ©limine soigneusement le tampon d' incubation, las gels 
sont calores durant 20 minutes sous agitation avec une 

25 solution de Bleue de Coomasie R250 (Smg/mi) contenant de 
i'acide acetique (10%), du propanol-2 {30%} t puis decolores 
(acide acetique 10%, methanol 40%), ji/.squ s a visualisation des 
handes. Les gels sont photographies. Min de s 1 assurer que las 
diffsrentes bandes de digestion ofotenues sont bien dues a des 

30 MKPs, ies schanti lions sont incubes en presence d* inMMteurs 
specif iques; Phenyl methyl sulfonyl fluoride ou PMSF {2 mM 
final) inhibiteur des serines endopeptidases, 2 'acide ethylene 
diamine tetracetique ou EDTA (20 mM final) inhibiteur des 
metallo-endopeptidases, le N-ethyl maleimide ou HEM {2 m 
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final} . 

La figure 8 sscntre I 'expression des Metallo-Protelnases 
Matricieiles detectees dans les extraits de plaies en fsmction 
du traitement ou non par le CMDBS et eti fonction du tessps de 
5 Is cicatrisation. 

25 sng de proteines obtenus a p&rtir des extraits ds 
brayats de peau saine ou de peau cicatricielle a JS et J§ 
post-operatoires sont deposes sur un gel de poXyacrylamide 10% 
contenant ccnane substrat 1 sag/ml de gelatine. Les pistes 1,12 

10 reprasentent la peau sains qui sert de temion interne de 
migration. Les pistes 2, 3, 4 et 13, 14, 15 representent les 
extraits obtenus a partir de cicatrices traitees avec du CKDBS 
a raison d® 50 mg/al {6 rats dif ferents) . Les pistes 5 a 11 et 
16,. 17 represented les t&aoins correspondents . Chaque piste 

15 represent© un rat different. 

Deux types de coilagenases sont retrouves dans la peau 
saine : La forme de 72 kCa et sa forme actives Xa $8 kDa„ Par 
contre, a J5 et J6, dans les plaies traitees ou non avec 1© 
CMDBS f la 92 kDa est presents de maniere identique. La 

20 difference reside dans les niveaux d' expression de la It kBa 
et de sa forste active*, la 68 kDa. A J5, dans les plaies 
temoins la 72 kDa et la 68 kDA sont exprissees de aaniere tres 
important® par rapport aux plaies traitees avec du CMDBS . I>e 
plus, il y a apparition d'especes de fcas poids aoiecuiaires 

25 qui a 5 existent pas dans les plaies traitees avec le CMSBS. & 
JS., cette difference se confinae puisque pour ie siesae depot 
proteique qu'a J5, I'activite des coilagenases est telle que 
les pistes 16 et 17 apparaissent sous fonae de deux traces 
blanches. Cette activite qui n'existe pas ehes les rats 

30 traites au CMDBS . 

Les CHDBS modulent done les niveaux d' expression des 
f©f?s soit directessent soit indirectement a travers leur role 
ir*hibiteur sur Xa plasiaine qui est un de leurs activateurs. 
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TABLEAU 2 
lit >ur. i "MDBS vis-a-vis 


iteJLp trypsins 


Trypsins <l(h>*/mft» SS7 


100 




iOO 






Trypsin^+S87 + 50«e/m] 


iOO 


CMiJBS 






)00 


cmors 






0 
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■ 26 
TABLEAU 3 ; 

Qriaine , activite antlcoagulante et composition 
partial le du Mesogl ycane et dts Sulodeslde 
UMQim&l3B§ du fournisseur 





5ulodexi.de 


Mesoclycar.e 


Crigine 


duodenum 
de pore 


aorte 


Activite 
anticoaguiante 


50-70 IU/rog 


< 50 IU /iag 


Composition 
chiaaique 


Berisatane 
sulfate 


20 - 35 % 


25 - SO % 


Chor.drcitine 
Sulfate 


2-7% 


3-15% 


Heparan© sulfate 


+ 





2S 



^^^^ 



TGF beta ]m 
TGF beta + trypsins q 
i OF beta + mcsoglycnnti iqq 
TG F beta + mcsogJycanc+ trypsins 50 
TGFbcta+ suiocicxinc jqq 

TFG beta + suiocicxinc +trjrpsinc 20 
TGF beta 4- Dcxtrane j qq 

TGF bets + Dcxiranc* irypsjiie 0 

TG F bcta+ Dcxtrane Sulfate j qo 

TGF beta + Dcxtrane Sujfatc+irypsine 0 

TGF beta +S ucra.se jqq 

rG F bcla + Si!crasc+ trypsine Q 
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InhjMtion des a etavltes de I'elastase 
e t.de la plasmine 



Composes testes 


Eiastase Leucocyiaire 


PlasmiBe 




ICso en jig/ml 


rc 50 en ixg/ml 


CMDBS lot AM6 


2,2 


^ 


T40 


> 100 


>ioo 


CMDBS Lot EMS 


10 


7 


T10CMD2B 


50 


S3 


T10 5CMD1B 


> 100 


• > 100 


T103CMD 


> ! s 


> 100 


no 


> 100 


> 100 


Heparine 


13 




iipo-heparme 




0,5 
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TABLEAU S 



Traitement 


Doses en ug/kg 
PO 


Scores 


Variations 


Tenioms 




3,?5 < 0,17 




PGE2 


200 


1.4 ,-.035 




CMDBS 


100 




-56% 


300 


3,2 ,/_ 0,33 


-16% 




3, J ^0,35 


-17* 



TABLEAU 7 



Traicements 


Doses 


Nombres de 
rats 


Concentration de Bleu 
Evans en ug/g de colon 


T&noins 




S 


0,17 0,03 


TNB 




5 


0.87 ,/.. 0,14 




100 ug/kg 


6 


0.S4 0.16 J 


CMDBS 


300 ^g/kg 


6 


0.45 0,1 : ** | 


1000 ug/kg 


6 


0,78 w„ 0, 
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1. Utilisation d'au aoins un poiymere ou van 
bicpclymere,. appeles HBGFPP, protegeant specif iquement less 
facteurs de croissance des families des FGF et TGFbets de la 

5 degradation trypsigue et n'inhibant pas de maniere 
significative la coagulation, pour ia fabrication d'un 
medicament ?cur ie traitement des inf lammations , 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que ie poiymere ou biopolymere presents one activite 

10 anti-coagulante inferieure a 50 unites Internationales pax mg 
de poiymere. 

3. utilisation selon l'une des revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que ledit polysaere present* une activite 
anti-complement. 

15 4. Utilisation selon l'une des revendications 14 3, 

caracterisee en ce que ledit poiymere n* active 
substantiellement pas le systeae du complement. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 ft 4, 
caracterisee en ce que ledit poiymere ou biopolymere est un 

20 polysaccharide. 

6. Utilisation selon ia revendication 5, caracterisee 
en ce que ledit polysaccharide est principalement compose da 
residus glucose, 

7. Utilisation selon ia revendication 5, caracterisee 
25 en ce que le polysaccharide comprend des residus glucosamine 

et/ou d'acide uronique . 

8. Utilisation selon la revendication l e caracterisee 
en cs que le polysaccharide comprend des disserss glucosamine- 
acide uronique. 

30 ?, utilisation selon l'une des revendications 1 a 5, 

caracterisee en ce que ledit polysaccharide est un dextrane 
substitue. 

10. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee 
en ce que ledit polysaccharide est un CMDBS - 
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11, Utilisation selon 1'aae des revendieations I a S ? 
caracterisie en ce que ledit polysaccharide est to 
glycosasainoglycane eventuelleaent associe a un lipid©, aa 
peptide ou un parotide, osa un sulfate d'un de ces composes, 

12, Composition pharmaceutique pour le traite&ent des 
inflsjsanations contenant au mains vox polymer® tel que defiai 
dans X'un® des revendications 1 a 11 en association avec s« 
jsoins un excipient pharm&celogiguement acceptable. 

13, Composition selon la revendicatien 12, caraotexise® 
en ce qu'elle contient entre environ 10 et 2500 jag de polymer© 
ou de fciopolymere/ssl de composition. 
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FIG- 2 A 
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FIG. 2 B 
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FIG. 3 A 
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FIG. 3 B 
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FIG, 4 A 
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FIG. 4 B 



FGF 2 

FGF2 plus heparine 
FGF 2 plus mesogiycane 
FGF2 plus sulodexide 



5/ 10 



2718024 



FIG, 5 A 



1?3 45 

66 OQO - 



21 000 - , 
14 000 * 



FIG. 5 B 
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FIGL 1 c 



10/10 



2718024 




REPIJBLIQUE FRANCAISE 



SNSHTt'T NATIONAL. 
PROPRIRTE £NDtST8JELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 
PREUMINAIRE 
ktxbti »uf i» base s&s itattem f ewaiie«iioa» 
depcsee* *v*ct le aonaneatassoeat ec i* r£t&erda 



FA 498822 
Ft 9403805 



DOCUMENTS C ONSIDERE S C OMME PERTINENTS | 



MINERVA MED., 

vol.80, no. 4, 1589 

pages 397 - 403 

L. QRAGANI ET AL. 'A 

hepari n-g1 ucuron i 1 gl ucoasai noglycan for 

topical use. 1 

* abrege" en anglais * 

MINERVA DIE70L. GASTROENTEROL., 
vol.31, no. 2, 1S85 
: sages 311 - 31S 

!A. SA6GI0RQ ET AL. 'Treatment of 
, henaorhoida 1 syndrome with asesoglycan 
sul fats . 1 

8GLL. mm. FA8M . , 
! vol. IIS, no .8, 1S80 
j pases 487 - 498 

:G. C0R8ELLI ET AL. 'Eva! union of the 
stability of vessel, a g1ycos«rinoglye*n 

| sulfate of extractive origin, and heparin 
in hm&n digestive juices. 1 



D,A 1FR-A-2 644 066 (THERAPEUTIQUES 
SUSSTITUTIVES) 14 Septesbre 1390 



D,A 



R-A-2 461 724 (FQUGKQT ET AL.) 6 Fevrier 
1981 



BOMAJNES TEOW3<5« 



25 documents arss 



21 Oecembre 1594 



